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有共同点
,

某些诱发染色体辐射损伤的途径
,

一

也导致了细胞对拓扑酶抑制剂的敏感性 〔` 5〕 。

因此
,

对 A T细抱 D N A 拓扑酶学的研究将有

助于对 A T福射敏感性原因的理解
。

然立
、

缩 沥

人
`

r细胞对咆高辐射高 敏 感 性 是 日 前

人 T细抱研究的热点之一
。

泪前研 究 认为
,

A T细胞对 东段离辐射的高敏感性及八 T多种临

床症
止汰可跪与和 T o p o 贾相关的 D N A 链断裂

修复缺陷相关
。

但有关这方面的证据还不 充

足
,

需对 A T基 因及 D X A 损伤修复机制等作

丝立一步的研究
。
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芡光原位杂交技术在电禽辐射剂量估算中的应用

中国 医学科学院枚 射医 学研究所 刘炳辰 王继 光绘述 肖佩新
带
审

婉 篓
:

作为染色体畸变分析的新方法一一荧光原位杂交技术
,

近儿年开始在电离辐射研究领

域中应用
,

井显示了它所独有的特点和可行性
。

本文就这方面的有关问 题
,

及电离辐射的剂量
-

效应研究中
,

生物刘觉计的一般性间题进行了概述
。

估算受小六辐射照射人员的刻量
,

对放

射防护 以及受照者的医 学 处 理具有重耍意

义
。

荧光原位杂交技术是一种新的染色体畸

变分析的方法
,

近儿年
,

逐渐被运用到 电离

辐射的刘星
一
效应关系的研究

。

它 具 有其独

特的优点
,

与其它月
,

种现行的生物剂量计扮

标相互补充
,

有可能建立一套较完善的电离

辐射剂量
一
效应的估算系统

。

但由于 这 一技

术刚刚开始应用
,

仍存在一些不足
,

这些间

题将在实践中逐步得到解决
。

、

生物剂缎计的一般方法学进展

河北省放射卫生研究所
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自六十年代初
,

染色体畸变分析被用来

估算受照人群的受照剂量 以来
,

生物剂景计

的方法学 已有了很大进展
,

方法的标准化问

题也渐被重视
,

使得生物剂量计的估算更接

近于照射的实际剂量水平
。

近几十年来发展

起来的生物剂量计的方法
,

主 要 有 以 下几

种
:

1
。

染色体畸变分析
:

这是应用最早的

一种方法
,

也是发展较为成熟的一种方法
。

染色体对于电离辐射是相当敏感的
,

它可以

很好地反映 电离辐射的剂量
一
效应关 系

,

方

法简单易行
,

_

巨可 以进行体外培养外周血淋

巴细胞的染色体畸变分析
,

利用该 剂 量一效

应的标准曲线
,

估算受照人员的受照剂量
。

因此
,

在物理测量难以达到要求的情况下
,

更显示出它特有的优点
。

许多事故的现场测

量均证实了它的可靠性
。

染色体畸变分析估算受照剂量
,

适用于

原爆幸存者
、

事故受照者
、

接 受 放 疗的患

者
、

职业性受照者及高本底地区居民的受照

者等
。

但也有人指出
,

它 不 适 用 于混合照

射
、

分次照射
、

长期小齐J量照射和内照射等
〔 l 〕

。

因此
,

对于其应用范围方面的 问题
,

还需积累更多的资料
。

2
。

C B微核法
:

在体外培 养 的人及动

物细胞中
,

加入一定浓度的细胞松驰素 B
,

以阻止其细胞质的分裂
,

然后在双核细胞中

计数微核
,

这就是细胞质分裂阻滞微核技术
,

即 C B微核法
。

C B法的优点是获得结果的时

间短
,

对实验条件及实验人员的技术要求较

低
。

由于微核较易识别
,

为自动化分析提供

了有利条件
。

当出现大量受照人员 时
,

C B

法可及早估算受照剂量
。

但由于年龄及多种

因素的千扰
,

各种射线对活细 胞 效应 的差

异
,

C B法作为生物剂量 计
,

还必须对不同

品质射线进行深入的研究〔 ” 〕 。

3
。

H P R T基因位点突变分析
:

该基因

位于 x q 2 7染色体上
,

是一个对电 离 辐 射非

常敏感且可长期存在的突变基因座
。

电离辐

射诱发 H P R T基因座突变后
,

用 G 一 琉 基鸟

嗦吟或 8 一
氮鸟呼玲筛选得到抗性 克 隆

, 卜公

此计算出突变频率
,

进一步反 向估算受照剂

量
。

有的实验表明
,

该基因座突变率与染色

体畸变具有良好的线性关系
,

随染色体畸变

的增加
,

H P R T基因突变频率也塔加〔 3 〕 。

该方法适用于急性照射及慢性小剂量长

期照射的剂量分析
,

具有绮便
、

快速
、

灵敏

的特点
。

应注意的是不同发育阶段的淋 巴细

胞受损伤后
,

其 H P R T基 因突变存在的时问

也不同
,

只有未分化的淋 巴绍胞的突变才能

保存下来
,

而未分化的干架炮发牛突变的存

在时间则更长
。

4
。

G P A基因位点突变分析汀
; :

G P A

( 血型糖蛋白 A ) 是一种人类红绷胞夫面上

的血型糖蛋白
,

由此构成人类 M N血型 的物

质基础
,

其基因定位于 4 q 2 8一 q 3 .1 有的学者

利用该系统对广岛原爆幸存者 的 G P A 基因

座实变频率进行了研究 〔 4 〕,

发现其剂量
一
效

应关系基本上符合线性模型
。

由此也证明了

该基因座突变可以在体内长期存在
,

与染色

体畸变比较
,

二者之间也可相 互 引 证
。

因

此
,

可 以认为
,

G P A 基因座突 变是 一个较

真实的反映机体受辐射损伤程度的指标
,

有

希望成为一种新的生物剂量计
。

该方法的主要优点是灵敏
、

快速
、

采样

方便
、

稳定性好
,

但它只能分析M N血型的

受照者中有稳定表型变化的变异体
,

且需要

价格昂贵的流式细胞仪
,

目前尚难以普及
。

二
、

染色体畸变分析的方法学进瞬

目前为止
,

基本可分为 以下三种
。

1
。

常规分析法
:

该方法只能分祈染色

体数目异常及非对称性染色体缺失
、

双着丝

粒休
、

环状染色体等结构畸变
。

2
。

G 显带分析法
:

可用于分析染色体

的结构畸变
,

如易位
、

倒位
、

缺失
、

染色体

重排等
,

准确率很高
,

但对实验人员的操作

技术及阅片水平要求较高
。
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3染色价原位峨交扎术
:

随 斤分子生

物学技术的发展
,

染色休的原位 诀交拉 狱已

被运用到辐射诱发染任体漪
一

泛分析及刘量的

估算方面
。

这一技术可 以直接定位单拷贝羊

因及存左它。个转及吸位以
_

_

匕的 R N A
,

具有

许 多优点
,

主要位
:

( l ) 丁法直启并易于

进行统计学分析
,

所 书染色体 标 本 较 少
;

( 2 ) 易于测量 从包内含量较低的核竣分子

的碱华排列顺序
。

在用互补的 D N八 柱 难探

针杂交及杂交条件相同时
,

可对该顺序进行

定量分析
:

( 3 、 可直抢 介忠墓因在区
、 ;

淤

以至亚带的定位
,

也可显
_

示染色体重排发生

的位置 ; ( 吟 ) 日前尚不能通过找 洲分析的

细微染色体重排
,

但可通创
_ .

分析有关探针杂

交后的杂交点介布而确定
;

( 5 ) 虽然操作

技术软为复杂
,

但易于辩梦
、 。

三
、

原位杂交技术的原理
、

方法和优缺点

只要两个核酸分子 均碱基序列互补
。

就

可在适宜的条件下形成稳定的杂交分子
。

核

酸的原位杂交技术就是利用带有标记的已知

碱基序列的
一

演胶作为探针
,

与标本上细胞染

色休的同源顺序进行杂交
,

从而对染色休上

待测的核酸进行定位和相对定量分析
二

原位杂交最早采用的是放 射 性 同 位索
` 2马I标记的 自显影法

。

由于此法存 在 某些缺

点
,

如方法的稳定性差
; 自显影时间较长

;

以及显影后的信号和染 色体标本往往不能相

吻合
,

加之射线散射致使信号颗粒不一定显

示在杂交位点上
,

从 而 影 响 观 察 的 准 确

性
。

近年来
,

人们采用了非同位素标记的方

法
,

如荧光原位杂交法
。

其原理就是通过第

一抗体将荧光素连接到生物素上
,

再通过第

二抗体将荧光信号放大
,

在荧光显微镜下观

察杂交的区带
。

荧光原位杂交技术 目前已较成熟
,

主要

步骤包括
:

( 1 ) 用重组 D N A 技术克 隆的

目的基因或片段
,

通过缺 口翻译或随机引物

法
,

进行核营酸片段的生物素标记 ; ( 2 )

染色体杯本的制 共
:

用受照人 员或体外照射

的淋巴细胞常姚制价染色体标本
,

要求染色

体 必招分散 良好
,

无胞 贡覆盖
,

而且有足够

的分裂州
。

标举一般在制备一个月内使用
,

时同太 长则影响杂交效果
;

( 3 ) 决交前标

本须分别用 R N 只
一

酶和蛋白酶处 理
,

以分别

消除染 色体标本上的内源 R N A 和荧 光 标记

中的作特异结合蛋自
; ( ; ) 用一定浓度的

胶
、

碱或甲酞胺使染 虹体杯本的 D N A 变性
;

( 5 ) 加热使 D N A 探针变性
,

根据 探针分

子的大小
,

拷 员数多少等
,

用适量的探针与

余交液混合
,

加到标不土
,

进行杂交
; ( 6 )

将抗生物素蛋自
一
荧光素加至标本 上

,

进行

荧光标记 ; ( 7 ) 为使荧光信
一

号扩大
,

用缓

冲液洗去抗生物索蛋白
一荧光素

,

加生物素
-

抗生物素蛋白抗体
;

( 8 ) 缓冲液洗去生物

素一
抗生物素蛋白抗体

,

再加抗生物素蛋白一

荧光素
; ( 9 ) 加入 防止荧光褪色的试剂

,

镜下观察
。

荧光原位杂交拉术
,

除具有一般原位杂

交方法的优点外
,

还有其待殊的优点
:

( 1 )

避免实验人员接触放射性同位素
;

( 2 ) 杂

交后可直
一

浚分析结果
,

不需长时间的 自显影

过程
,

囚此在受照人
,

员的剂量估算方面更有

其优越性
;

( 3 ) 易于进行自动化分析
。

但

它仍存在着难以避免的缺陷
,

即过高的生物

素化探针浓度
,

会导致非特异性的结合
。

对

染色休畸变分析还受到以下方面 限制
,

对某

些畸变如倒位
、

缺失等不甚敏感 ; 由于探针

的特异性
,

只有某些与探针相对应的染色体

畸变才能被观察到 ; 以及此法的操作技术要

求高
,

且需高纯度的试剂
。

四
、

荧光原位杂交技术在 电离

辐射研究中的应用

荧光原位杂交技术
,

用于电离辐射所致

染色体畸变的研究
,

只是近几年发展起来的

一种新的方法
。

但日前有关这方面的研究还

不多
,

为了探索新的生物剂量计
,

对此我们
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仅作一动向性分析和回顾
,

iP
n k e l等人首先将荧光原位杂交技术引

入 电离辐射诱发的染色体畸变分析
。

他们利

用 4 号染色体的基密组文库做探针
,

证实了
“ 。

C 。 丫射线诱发的 4
一

号染色 体 易 位〔 5 〕 。

随

后
,

该实验室进一步利用 自己克隆的 l q 1 2 ,

〕 p 36 作探针
,

对于
6 O

C o 及 ` “ 7
C

s 丫射线的剂量
一
效应关系进行了研究〔 6 〕。

分别用
` “ 7

C s 照射

外周血淋巴细胞
,

吸收剂量分别为 。 , 。
。

8
,

i
。

6 , 2
。

4 , 3
,

￡G九 剂量率为4
,

。 S G y /。 i n ;

6 O
C o 照射外周血琳 巴细胞的吸收剂量为 。 ,

0
。

Gg , o
。

1 8 , 2
。

。 , 3 1
,

4
。

I G y
,

办J量率为

。
。

g G了 /m纽
.

常规制备染色体 标 本
,

进行

原位杂交分析
。

在畸变计数时
,

只计数以下

两种类型的畸变
:
其一为断裂点在却及另外

的染色体某部位
,

易位后产生两个染色休
,

一个是带有 q1 廿的偏中央着丝粒的 1 号染色

体
,

另一个是带有却 %末端的另外染色体
;

其二为断裂点在 l p及另外染色体的某部位
,

易位后形成一个带有 1号染色体着丝粒和另

外染色体着丝粒的双着丝粒体
,

及一个带有

l p 3 6末端的染色体断片
。

其它易位由于小现

的频率很低
,

故不予计数
。

对于分裂相不足

四个荧光点的不予计数
,

有时 g 号染色体着

丝粒类似荧光点
,

需注意区别
。

实验结果证

实
,

该方法分析到的染色 体畸变率与剂量之

间有较好的剂量
一
效应的线性关 系

。

与其它

结果对比发现
,

在同一剂量下的染色体易位

频率
,

较 D 叭 r il l a u 二
比 〕用 G带分析 计 数的

总易位频率高
。

作者认为一 是 l p 的易位频率

可高于总体的平均易位频率
; 二是 G 显带分

析的敏感性略差
,

某些易位被遗漏
。

对同一

实验组的染色体畸变
,

分别用原位杂交和 G

显带技术进行分析
,

也证实了后者的结论
。

对于染色体双着丝粒畸变分析表明
,

原位杂

交分析的某剂量诱发的畸变率亦高于常规染

色体分析的同一刘量诱发的畸变率
。

但是作

者未对此作出解释
,

而我们认为是因灵敏度

不同所造成的差异
。

M
e y en 临 〕等人用人 工 合 成 的 。 一卫星

D N A 的寡核普酸作探针
,

分析X 线诱发的双

着丝粒及无着丝粒畸变
,

证实这是一种较好

的分析方法
,

是可行的
。

S t r a o xn e 〔 ” 〕利用原位杂交技术对 广岛

原爆幸存者的染色体双着丝粒畸变率进行了

研究
,

并与G P A分析相比较
,
二者 对剂量

的估算结果有较好的一致性
,

且 G P A 突变

频率与双着丝粒频率亦呈直线正相关
。

到 目前为止
,

用于辐射诱发染色体畸变

分析的探计仅有如下儿种 ( 附表 )
。

尽管选

用的探针数量有限
,

但我们认为探针的选择

应遵循一个原则
:

即选用那些经过 G 带分析

袭 用子电离辐射诱发染色休琦变分祈的DN八探针

探针 染色体定位 检 测对象和 目的 参考文献

4 号
,

别号染色体

建因组文库

1 q 1 2 ,
1 p 3 6

4
,

2 1

1

a 一

卫星 D N人的

寡核背酸探针

C
o e k t a 三I A

C o e k t a i1 B

C
o e

k士
a 主1 人

C o e k t a i 1 B

染色体着丝粒

1
, 2 ,

魂

1 , 3 ,
4

1 , 3 X

2 5 4 一 8

丫射线诱发的人 外周血淋巴

细胞染色体畸变

丫射线照射人外周血淋巴

细胞的剂量效应曲线

X射线诱 发的人外周血琳巴

细胞染色体畸变分析

广岛原爆幸存者的剂量

估算

X线诱发的人外周血淋 巴

细胞染色体畸变分析
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证实
,

在 七离辐射 中最易发全
l琦变的系列探

针
。

这 样
,

一 方 面遗免了探什选择的盲 日

性
,

另一 方而减少了泯检的染色 休 畸 变 数

目
。

另外还要考虑到获 得 探 针 的可能性
。

篮
、 I

}
、

结

荧光原位杂交拄术用于辐射的 剂 量
一
效

应研究
,

从现有的资料可以看出
,

具有较好

的剂量一效应关系
,

且对于某些染 色 什畸变

分析的准确性高于常规的分析 方 法
,

与 染

色休畸变的 G 带分析
,

G P A分析等 方 法
,

有较好的一致性
。

总之
,

荧光 原位杂交技术

有望成为较理想的生物剂量计
,

若再与其它

分析方法配合
,

对评价受照创量将会有更高

的准确性和可靠性
。
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电离辐射诱发哺乳动物生殖细胞染色体畸变

卫生 部工业卫生 实脸所

河北省放射卫生研 究所

王 冰绘述

肖佩新审

墒 要
:

由于核能的广泛应用
,

辐射诱发生殖细胞染色体畸变的效应 已成为 辐射 遗传学研究

的重要课题
。

各种不同的电离辐射均可诱发生殖细胞内作为遗传基因载体 的染 色体畸变
。

两性生

殖细胞的畸变可分为结构畸变和数量畸变两大类
,

且具有很多常见类型
。

生殖细胞染色 体畸变是辐射遗传学中非

常敏感的指标
。

由于发生了染色体畸变的生

殖细胞有可能通过生殖过程传给子代
,

而引

起不育
、

半不育
、

胚胎早期 死 亡 或 遗传缺

陷
,

特别是某些基因突变能稳定地从一代传

给下一代
,

以至辐射对本代生殖细胞的遗传

效应会在 以后的许多世代中得到表现
,

从而

在一定程度上增加了人群的遗传负荷
,

所以

这种危害对子孙后代更大
。

电离辐射诱发的

生殖细胞染色体畸变既可用来作为估价辐射

刘量有用的生物指标
,

又是估价辐射远后效

应的重要指标
。

当考虑 电离辐射的遗传效应

时
,

必须考虑到它对群体的 遗 传 负 荷的影

响
,

从潜在的遗传危险考虑
,

探讨生殖细胞

染色体畸变具有重要意义
。

一
、

染色体数量 畸变

(一 )染色体丢失

丝体型在人类和小鼠 均 可 导 致胚胎死

亡
。

唯一例外是 X O畸变
,

可能 存 活
,

很少

引起不 良后果
,

同时用适当标志在表型上是

可检出的
。

1
.

雄性生殖细胞

R : s ; 。 11等 ( 1 9 7 4 , 2 9了6年 ) 用 X 射 线


